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摘要 目的 : 探讨 S100A9 在 乙 型 肝炎 病毒 X CHBx) 介 导 的 HepG2 细胞 增殖 及 迁移 中 的 作 


用 。 方 法: 用 表达 HBx 蛋白 的 重组 腺 病毒 AdHBx 感染 HepG2 细胞 后 ， 用 CCK-8 实验 检测 
胞 增殖 能 力 及 划 痕 愈合 实验 检测 细胞 迁移 能 力 ; 在 HepG2/AdHBx 细胞 中 转 染 


S100A9-siRNA 及 其 对 照 siRNA 后 ， 检 测 HepG2 细胞 增殖 及 迁移 能 力 ; 在 HepG2/AdHBx 


VTS 


和 对 照 组 HepG2/AdGFP 细胞 中 ， 采 用 Real-time PCR 及 Western Blot 检测 S100A9 基因 及 
蛋白 的 表达 情况 ; 在 HepG2/AdHBx 细胞 中 , 加 入 不 同 剂 量 的 NF-KB Hih 
检测 各 组 中 S100A9 的 基因 及 蛋白 表达 情况 。 结 果 : HBx 促进 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 ; 
S100A9-siRNA 抑制 S100A9 的 表达 后 ，HBx 促进 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 的 作用 降低 ， 
HBx 介 导 的 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 部 分 依赖 于 S100A9; S100A9 基因 及 和 蛋白 表达 在 


剂 BAY11-7082 后 ， 


= 


HepG2/AdHBx 中 较 对 照 组 HepG2/AdGFP 显著 升 高 ,HBx 可 致 S100A9 表 达 增 加 ;抑制 NF-KB 


转录 活性 后 ,AdHBx+BAY11-7082 组 S100A9 基 因 及 和 蛋白 表达 较 对 照 组 显著 降低 , 阻 断 NF-kB 


转录 活性 可 部 分 抑制 HBx 调控 的 S100A9 表达 。 结 论 :HBx 可 调控 S100A9 的 表达 且 与 NF-kB 


活化 有 关 ， S100A9 参与 HBx 介 导 的 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 。 


关键 词 S100A9 HepG2 细胞 乙 型 肝炎 病毒 又 蛋白 NF-KB 
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Abstract Objective: To investigate the effect of S100A9 on hepatocellular carcinoma cell 
HepG2 and the relevant mechanism. Methods: CCK-8 assay and cell migration assay were used to 
study HepG2 growth and migration mediated by Hepatitis B virus X (HBx) respectively. 
Transfected S100A9-siRNA into cells for silencing S100A9 expression, then the growth and 
migration of HepG2 infected with AdHBx were analyzed. Real-time PCR and Western Blot were 
used to detect S100A9 mRNA levels and expression in HepG2 cells infected with AdHBx or 
AdGFP. After the treatment with or without NF-«B inhibitor BAY 11-7082, S100A9 mRNA levels 
and expression in AdHBx-infected HepG2 cells were detected again. Result: HBx enhances the 
growth and migration of HepG2 cells. Silencing S100A9 expression partially blocked 
HBx-induced growth and migration of HepG2 cells. The mRNA level and protein expression of 
S100A9 were significantly higher in HepG2 cells infected with AdHBx than with AdGFP, and that 
suggests S100A9 expression can be modulated by HBx. NF-«B inhibitor treatment efficiently 
suppressed the increase of S100A9 levels caused by HBx. Conclusion: Expression of S100A9 is 
regulated by HBx-mediated NF-KB activation, and S100A9 plays an important role in 
HBx-induced growth and migration of hepatocellular carcinoma cell HepG2. 
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肝癌 是 全 球 范围 内 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,在 亚洲 地 区 (尤其 是 中 国 ) 占 恶 性 肿瘤 发 病 率 
榜首 【1】。 在 我 国 ， 乙 型 肝炎 病毒 (hepatitis B virus, HBV) 持续 感染 是 导致 肝癌 发 生 的 主 


要 病因 之 一 【2】。HBYV 是 一 种 部 分 双 链 环 状 的 嗜 肝 DNA 病毒 ， 含 有 pre-S/S 区 、pre-C/C 


又 、X 区 和 了 区 四 个 部 分 重 骆 的 开放 阅读 框 ， 分 别 主要 编码 病毒 包 膜 蛋白 HBs、 核 心 蛋白 
HBc、HBx 蛋白 和 DNA 多 聚 酶 【3】。 其 中 ，HBx 蛋白 大 小 虽然 具有 17 kDa， 但 在 肝癌 的 
发 生发 展 中 起 着 重要 作用 。 有 研究 证 实 HBx 能 够 参与 细胞 内 多 种 基因 转录 的 调控 ， 具 有 较 
强 的 反 式 激活 功能 ， 能 激活 Wnt/B-Catenin、NFxkB、NFAT 等 信号 通路 ， 具 有 明确 的 致癌 活 
性 【4，5】。 


损伤 相关 模式 分 子 (damage-associated molecular pattern, DAMP) 是 一 大 类 细胞 结构 蛋 
和 白 ， 病 理 情 况 下 释放 到 细胞 外 ， 通 过 启动 和 介 导 炎症 反应 ， 传递 着 细胞 损伤 的 危险 信号， 
例如 HMGB1、HSPs 及 S100 等 【6】。 其 中 ，S100 被 发 现在 多 种 炎症 相关 肿瘤 中 高 表达 ， 


并 且 通 过 激活 肿瘤 细胞 中 TLR4 或 者 RAGE 信号 通路 促进 疾病 进展 【7】。 有 目前 有 研究 显示 
S100 家 族 成 员 S100A9 在 肝癌 中 表达 上 调 【8】， 这 提示 我 们 在 慢性 病毒 性 肝炎 到 肝癌 的 过 
程 中 ，S100A9 有 可 能 发 挥 着 重要 的 作用 。 因 此 ， 本 研究 由 在 分 析 S100A9 在 HBV 相关 肝癌 
中 的 表达 ， 探 讨 其 与 HBV 重要 促 癌 蛋白 HBx 调控 关系 ， 并 进一步 揭示 其 在 HBV 致 肝癌 进 
程 中 的 作用 。 

材料 与 方法 

1 材料 

1.1 细胞 株 及 质粒 


5% C0; 一定 饱和 湿度 环境 条 件 


zk 


AdHBx) 及 其 对 照 载体 ! 


用 


HepG2 细胞 株 购 自 美 国标 准 


菌 库 ， 培 养 于 含 10% FBS 的 DMEM 培养 基 ， 置 于 37°C, 


重点 实验 室 提 供 。 
1.2 重组 腺 病毒 及 干扰 RNA 


带 有 独立 、 完整 GFP 表达 


培养。HEK293 4 


大 系统 的 HBx Jk 1A] E 


胞 由 


重庆 医科 大 学 临床 


床 检验 诊断 学 教育 


荧光 素 酶 报告 质粒 p-Luc-NF-kB 由 美国 芝加哥 大 学 何 通 


BAZ (OTEP JEIEN 


HEK293 细胞 将 其 


扩 w 


FUL, 


S100A9-siRNA 


川 教授 馈赠 。 


组 腺 病毒 载体 (HBx recombinant adenovirus, 


重庆 医科 大 学 ) 馈赠 ， 使 
(上 上游 引物 


5'-GCUUCGAGGAGUUCAUCAUTT-3' il F dif 5] 4 3'-CGAAGCUCCUCAAGUAGUATT-5' ) 


及 


其 对 照片 段 (上游 引物 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3' 和 下 游 引 物 


3'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-5') 均 由 GenePharma 公司 合成 。 


Real time PCR 试剂 购 自 日 


1.3 试剂 


鼠 抗 人 S100A9 抗体 (sc-58706，Santa Cruz) ; 


抗 人 B-actin 抗体 (sc-47778，Santa Cruz) ; 


DMEM, /if4 


fapt HBx 抗体 (ab39716, abcam) ; 


7 ( fetal bovine serum, FBS) 


ae 


hart Sct a4 BA 


司 ; NF-KB 抑制 剂 BAY 11-7821 购 自 上 海 匠 云天 公司 。 


在 


2 方法 


2.1 HBx 重组 


腺 病毒 的 验证 
将 表达 HBx 基因 


HEK293 2 


检测 HBx 蛋白 表达 。 


胞 中 扩 增 及 制备 。 将 


告 分 析 试 剂 盒 购 


¥| Hyclone 公司 ; Trizol 试剂 盒 及 脂 质 体 〈 Lipofectamine 2000) 购 自 美国 Invitrogen 
AGES PAZ EAR ANA BR ZA wl 4 
本 TaKaRa 公司 ; IUR JER MEFR 


本 Dojindo 公司 ; 


美国 Promega 公 


的 重组 腺 病毒 (recombinant adenovirus) AdHBx 及 其 对 照 载体 AdGFP 


制备 好 的 载体 感染 HepG2 4 


fifd, 24 h 后 通过 Western blot 


2.2 CCK8 法 检测 细胞 增殖 活性 


将 HepG2/AdHBx 和 HepG2/AdGFP 组 细胞 用 含 1%FBS 的 培养 基 稀 释 成 0.5 x 105 个 


/ml， 接 种 于 96 孔 板 中 ， 每 孔 100uL, 分 别 培养 24、48、72 和 96h 后 每 孔 加 入 10 pL CCK8 


试剂 ，4h 后 在 450nm 波长 下 检测 各 孔 ALA, ER 3 次 取 均 值 。 以 A 值 为 纵 坐 标 ， 时 间 为 


横 坐 标 ， 绘 制 生长 曲线 。 


2.3 划 痕 愈合 实验 检测 细胞 迁移 能 


将 HepG2/AdHBx 和 HepG2/AdGFP 2 组 细胞 常规 培养 并 制 成 单 细胞 悬 液 接种 于 6 FL 


板 。 在 细胞 贴 壁 长 满 后 ， 用 20 由 无 菌 枪 头 在 培养 中 心 区 域 划 痕 ， 用 无 
it GAY Oh Fl 72 在 倒置 显微镜 下 划 痕 宽度 


让 宽度 ) /0h 划 痕 宽 


细胞 ， 然 后 用 1% FBS 继续 培养 24h。 在 划 痕 秆 
并 拍照 。 计 算 划 痕 愈 合 的 平均 速度 ， 计 算 公 式 为 Oh 


FE X 100%. 


2.4 Western blot 方法 检测 HBx 和 S100A9 蛋白 的 表 


清 培 养 基 洗 涤 残 留 


1A 


划 痕 宽度 -72 h 划 ; 


RIA 


取 对 数 生 长 期 的 细胞 ， 用 预 冷 的 PBS 分 别 洗涤 3 次 ， 再 加 50 ul 4 


PMSF， 冰 上 裂解 30 min; 4°C, 12 000 r/min 离心 15 min, H 


T 


ig 
i 


胞 裂解 液 和 0.2 ul 


区 上 清 ， 用 BCA 法 测定 细胞 总 


蛋白 浓度 。 将 已 知 浓度 的 蛋白 处 理 后 上 样 至 10%SDS-PAGE 凝 胶 ， 电 泳 后 取出 凝 胶 于 4C 转 


印 至 PVDF 膜 ，5% 和 牛奶 室温 封闭 PVDF 膜 1h， 加 入 抗 B-actin、HBx 或 者 S100A9 抗体 (1 : 


1000) , 4C ARR; 1XPBST 漂洗 PVDF 膜 3 次 ， 加 入 鼠 二 抗 (1 : 2000) ， 室 温 孵 


育 2h，1XPBST 漂洗 PVDF 膜 3 次 ，DAB 显 色 法 显 色 并 扫描 成 像 。 实 验 重复 3 次 。 


2.5 Real time PCR 方法 检测 S100A9 基因 表达 


培养 可 稳定 表达 HBx 蛋白 的 HepG2/AdHBx 细胞 及 对 照 HepG2/AdGFP 细胞 ，24h 后 收 


l4 


中 S100A9 基因 水 


集 细 胞 。Trizol 分 别提 取 两 组 细胞 总 RNA， 反 转录 合成 cDNA，Realtime PCR 检测 两 组 细胞 


E (S100A9 上 游 引 物 S$”-GGAATTCAAAGAGCTGGTGC-3” 及 下 游 引 物 


5’ -TCAGCATGATGAACTCCTCG-3’ ) . GAPDH 作为 内 参照 (GAPDH 上 游 引 物 


5”-CAGCGACACCCACTCCTC-3” 及 下 游 引 物 5”-TGAGGTCCACCACCCTGT-3”) 。 


实验 重复 3 次 。 


2.6 干扰 S100A9 后 细胞 的 增殖 及 迁移 能 力 分 析 


将 HepG2/AdHBx 细胞 通过 脂 质 体 转 染 方式 转 染 S100A9-siRNA 及 其 对 照 ，72 和 96h 
后 通过 CCK8 分 析 细 胞 增殖 能 力 ，72 h 通过 划 痕 愈合 实验 分 析 细 胞 迁移 能 力 。 


2.7 抑制 NF-KB 活性 后 检测 S100A9 基因 及 和 蛋白 的 表达 


将 HepG2/AdHBx 细 胞 培养 后 加 入 NF-kB 抑制 剂 BAY11-7082 处 到 


,24h 后 通过 Real time 
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PCR 检测 S100A9 基因 表达 ，48 h 后 通过 Western blot 检测 S100A9 蛋白 表达 。 

2.8 双 芝 光 素 酶 报告 分 析 

在 可 稳定 表达 HBx 和 蛋白 的 HepG2/AdHBx 细胞 及 对 照 HepG2/AdGFP 细胞 中 共 转 染 效 光 
素 酶 报告 质粒 b-Luc-NF-kB 及 pRL-TK， 培 养 48h 后 裂解 细胞 收集 上 清 。 检 测 上 清 液 痰 光 素 
酶 活性 ， 以 pRL-TK 为 内 参 ， 以 GFP 为 1 计算 相对 效 光 素 值 ， 每 个 处 理 组 设置 三 个 复 孔 。 

2.9 统计 学 分 析 

采用 SPSS19.0 进行 统计 分 析 。 定 量 资料 用 均 数 + 标准 差 (x+s) 表示 ， 两 组 均 数 比较 采 
用 tt 检验 , 三 组 均 数 比较 采用 单 因 素 方 差分 析 SNK-q 检验 法 。 以 *P < 0.05, **P< 0.01, ***P 
< 0.001 为 差异 具有 统计 学 意义 。 

结果 

1 稳定 表达 HBx 蛋白 的 HepG2 细胞 模型 的 构建 

分 别 将 扩 增 的 重组 腺 病毒 AdHBx 和 对 照 空 载 腺 病毒 AdGFP 感染 HepG2 细胞 ，24h 后 
荧光 显微镜 观测 细胞 中 绿色 荧光 蛋白 GFP 的 表达 , 结果 可 见 视野 中 细胞 内 绿色 荧光 的 表达 ， 
说 明 HepG2 细胞 被 腺 病毒 成 功 感染 [图 1 (a) ]。 随 后 通过 Western blot 方法 检测 受 感染 的 两 
组 细胞 中 HBx 蛋白 的 表达 ， 发 现 空 载 病毒 AdGFP 处 理 组 不 表达 HBx 蛋白 ， 而 重组 腺 病毒 
AdHBx 处 理 组 表达 HBx 蛋白 [图 1 (b) ]。 这 些 结果 提示 可 稳定 表达 HBx 蛋白 的 HepG2 细 


胞 (HepG2/AdHBx) 模型 构建 成 功 。 


nx o 
AdGFP AdHBx B-actin 一 一 
Q 4, 
S S 
> Y 
(a) (b) 


1 稳定 表达 HBx 和 蛋白 的 HepG2 细胞 模型 的 鉴定 
(a) 倒置 区 光 显 微 镜 观察 AdHBx 感染 HepG2 细胞 的 情况 (50X) (b) Western-blot 


检测 HBx 在 感染 AdHBx 的 HepG2 细胞 中 的 表达 


Fig.1 Identification of HBx expression in HepG2 cells infected with AdHBx 


(a) fluorescence microscope observation of HepG2 cells after being infected with AdHBx(50 X) 
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(b) HBx expression in HepG2 cells infected with AdHBx or AdGFP 


2 HBx 促进 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 


CCK8 实验 检测 细胞 的 增殖 能 力 。 在 处 理 


第 3 及 4 天 时 , AdHBx 组 的 OD 值 分 别 为 0.68 


+0.01 及 0.96+0.05, AdGFP 组 的 OD 值 分 别 为 0.51 土 0.03 及 0.71 土 0.04， 差 异 具 有 统计 学 


意义 “P<0.01 及 P<0.001) [图 2 (a) ]。 划 痕 愈 合 实验 检测 细胞 的 迁移 能 力 ，AdHBx 组 的 愈 


合 率 为 《79.33 土 8.03) %，AdGFP 组 的 愈合 率 为 (48.33 土 5.8) %， 差 异 具有 统计 学 意义 


(P<0.001) [图 2 (b 和 c) ]。 这 些 结果 提示 HBx 可 促进 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 。 


EA Ad-GFP 
4.2 ES Ad-HBx 


OD 450 nm 
© © 
D co 


Day1 Day2 Day3 Day4 


(a) 


图 2 HBx 对 HepG2 细胞 增殖 (a) 与 迁移 (b) Co) 的 作用 


pi 
y èe a w eS 
> > >o > S 


The healing rate (%) 


Cb) Ce) 


Fig.2 Effect of HBx on proliferation (a) and migration (b) (c) of HepG2 cells 


**p<0.01, ***p<0.001 compared with HepG2 cells infected with AdHBx 


3 S100A9 Æ HBx 介 导 的 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 中 的 作用 


在 感染 AdHBx 的 HepG2 细胞 中 ， 通 过 


脂 质 体 分 别 转 染 siRNA 及 S100A9-siRNA Hii 


= 


S100A9 表达 ，CCK-8 及 划 痕 愈合 实验 检测 分 析 S100A9 在 HBx 介 导 的 HepG2 细胞 增殖 与 


迁移 中 的 作用 。 在 处 理 第 3 及 4 天 后 ，AdHBx 组 的 OD 值 分 别 为 0.69 土 0.04 及 0.96 土 0.06， 


HBx + S100A9 - siRNA 组 的 OD 值 分 别 为 及 


意义 (P< 0.01 & P<0.001) [图 3 (a) ]; W 


0.47 + 0.03 及 0.64 + 0.03, 差异 具有 统计 学 


时 ， 划 痕 愈合 实验 结果 显示 ，AdHBx 组 的 愈合 


率 为 (79 + 6.08) %, HBx+S100A9-siRNA 组 的 愈合 率 为 (66.33 + 4.67) %， 差 异 具 有 


统计 学 意义 (P<0.5) [图 3 (b) ]。 这 些 结果 提示 HBx 介 导 的 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 部 


分 依赖 于 S100A9。 
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Es HBX 3 
1.5, B HBX+S100A9-siRNA = 
1] EB HBX+control-siRNA g 
E i AdHBx Ei 
5 E 
g P 
2 AdHBx+ 2 
5 S100A9-siRNA 
E oe AdHBx+ 
Day 3 Day 4 control-siRNA 
Ca) (b) Ce) 


3 S100A9-siRNA 降低 HBx 对 HepG2 细胞 增殖 Ca) 与 迁移 (b) Co 的 促进 作用 


Fig.3 S100A9-siRNA reduced the promoting effect of HBx on proliferation 
(a) and migration (b) (c) of HepG2 cells 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with HepG2/AdHBx cells transfected with 
S100A9-siRNA 


4 HBx 可 调控 S100A9 的 表达 


HBx 介 导 的 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 与 S100A9 有 关 ， 提 示 HBx 可 能 通过 调控 S1009 


的 表达 发 挥 其 效应 。 在 AdHBx 和 对 照 AdGFP 感染 的 HepG2 细胞 中 ， 通 过 Real- time PCR 


及 Western Blot 显 检测 了 S100A9 基因 及 和 蛋白 的 表达 情况 。AdHBx 组 S100A9 基因 及 蛋白 表 


达 较 对 照 AdGFP 组 均 明 显 升 高 [图 4(a 与 b)]， 差 异 具有 统计 学 意义 (P< 0.001) 。 这 些 结果 


提示 HBx 可 致 S100A9 表达 增加 。 
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4 S100A9 在 HepG2/ AdHBx 细胞 与 HepG2/AdGFP 细胞 中 的 表达 


Fig.4 S100A9 expression in HepG2/ AdHBx cells and HepG2/ AdGFP 
(a) Real time PCR (b) Western blot 


*** p) < 0.001 compared with HepG2/AdGFP cells 
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5 HBx 调控 S100A9 的 表达 与 NF- x B 信号 活化 有 关 

NF-KB 信号 活化 在 炎症 促 肿 瘤 发 展 的 进程 中 发 挥 重 要 效应 。 那 么 HBx 调控 S100A9 表 
达 是 否 与 NF-kB 转录 活性 增强 有 关 呢 ? 通过 双 荧 光 素 报告 分 析 实 验 我 们 首先 证 实 了 HBx 可 
致 NF-kB 转录 活性 增强 [图 5(a)], 差异 具有 统计 学 意义 (P< 0.001), 提示 HBx 可 增加 NF-KB 
转录 活性 ,在 AdHBx 感染 的 HepG2 细胞 中 ,加 入 NF-KB 的 抑制 剂 BAY11-7082 Bl) SEIT NF-KB 
转录 活性 后 , 分 别 通 过 Real time PCR 及 Western blot 方法 分 析 S100A9 的 基因 及 蛋白 表达 情 
况 。 结果 显示 , AdHBx+BAY11-7082 (5 或 10 uM) 组 S100A9 基因 水 平 较 AdHBx 组 减低 [图 
5(b)]， 差 异 具 有 统计 学 意义 (P<0.01 或 P< 0.001) ， 蛋 白水 平 也 得 到 类 似 的 结果 [图 50] 
提示 阻 断 NF-KB 转录 活性 可 部 分 抑制 HBx 调控 的 S100A9 表达 。 


The relative mRNA expression 
of S100A9 


Relative luciferase 


Ca) 


-actinia WW mr 


(c) 
图 5 BAT NF-KB 转录 活性 可 抑制 S100A9 的 表达 
(a) 双 荧 光 素 酶 报告 分 析 检 测 HBx 对 NF-KB 转录 活性 的 作用 (b) Real time PCR 


检测 S100A9 在 BAY11-7082 处 理 过 的 HepG2/AdHBx 细胞 中 的 基因 水 平 〈c) Western-blot 


检测 S100A9 在 BAY11-7082 处 理 过 的 HepG2/ AdHBx 细胞 中 的 蛋白 表达 


Fig.5 Blocking NF-«B transcriptional activity can suppresse S100A9 expression 
(a) Dual luciferase reporter assay analysis for the effect of HBx on NF-«B transcriptional 
activity (b) Real time PCR analysis for S100A9 mRNA level in HepG2/ AdHBx cells received 
treatment with BAY11-7082 (c) Western blot analysis for S100A9 expression in HepG2/ AdHBx 
cells received treatment with BAY 11-7082 
** p<0.01, *** p<0.001 compared with HepG2/AdHBx cells transfected with BAY11-7082 
讨论 
肝癌 的 发 生发 展 是 多 阶段 、 多 因素 、 多 基因 参与 的 复杂 过 程 ， 目 前 大 量 证 据 表明 慢性 
HBV 感染 是 肝癌 发 生 的 高 危 因 素 。HBYV 中 的 HBx 蛋白 具有 多 种 生物 活性 ， 可 调控 多 种 
胞 过 程 ， 包 括 信号 转 导 通路 、DNA 修复 、 细 胞 凋 亡 和 细胞 增殖 等 ， 具 有 强大 的 恶性 转化 能 
力 ， 在 HBV 介 导 的 肝癌 发 生发 展 中 起 着 非常 关键 的 作用 【9】。 有 研究 者 报道 ，HBx 通过 
上 调 YAP 的 表达 促进 肝癌 细胞 的 增殖 ， 可 激活 Wnt/B-catenin 信号 通路 ， 从 而 促进 肝癌 侵 
袭 、 转 移 【10，11】。 本 研究 通过 将 稳定 表达 HBx 的 重组 腺 病毒 感染 肝癌 HepG2 细胞 ， 
然后 CCK-8 及 transwell 小 室 实验 分 别 检测 HepG2 细胞 的 增殖 及 迁移 能 力 ， 证 实 了 HBx 可 
促进 HepG2 细胞 的 增殖 与 迁移 ， 与 以 前 的 研究 结果 相符 。 
要 的 成 员 之 一 ， 参 与 细胞 生长 分 化 、 生 长 抑 


S100A9 是 钙 结 合 蛋 白 S100 和 蛋白 家 族 


lirli 


制 、 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 介 导 炎 症 反 应 。 它 可 通过 与 Tol 样 受 体 -4 (Toll-like receptor-4, TLR-4) 


CSC 结合 ， 从 而 激活 JNKs、p38、ERKs、NF- x B 信号 传导 通路 发 挥 促 炎 作用 【12】。 在 许多 炎 
性 疾病 中 S100A9 的 表达 水 平均 有 升 高 ， 与 类 风湿 关节 炎 、 炎 症 性 肠 病 等 多 种 人 类 炎 性 疾病 
相关 【13，14】。 同 时 ，S100A9 还 可 参与 调控 病毒 引起 的 炎症 反应 ， 在 A 型 流感 病毒 感染 
中 S100A9 可 促使 肺炎 恶化 ， 在 鼻 病 毒 感染 相关 的 慢性 阻塞 性 肺病 中 可 促进 炎症 加 剧 【15， 
16】。 近 年 来 ， 随 着 研究 的 深入 ， 学 者 们 发 现 S100A9 作为 危险 信号 分 子 ， 与 肿瘤 的 诊断 、 
预测 、 治 疗 和 预后 的 关系 密切 。 特 别 在 多 种 感染 相关 的 肿瘤 中 ， 发 现 S100A9 表达 上 调 ， 并 
通过 激活 RAGE 等 信号 通路 促进 肿瘤 进展 【17，18】。 目 前 ， 有 研究 报道 S100A9 在 肝癌 中 
高 表达 ， 且 与 肝癌 的 恶性 程度 密切 相关 【19】。 基 于 半数 以 上 的 肝癌 是 与 HBV 感染 有 关 ， 
我 们 猜测 作为 危险 信号 分 子 的 S100A9 是 否 在 HBV 感染 的 炎症 反应 中 发 挥 作用 ， 从 而 促进 
了 HBV 相关 性 肝癌 的 发 生发 展 。 

为 阐明 S100A9 在 HBV 感染 相关 性 肝癌 发 生发 展 的 作用 ， 我 们 将 S100A9-siRNA 作为 
干预 工具 ， 探求 S100A9 在 HBV 感染 状态 下 对 肝癌 细胞 系 HepG2 的 生物 学 作用 。 结 果 发 


现 HBx 通过 S100A9 促进 HepG2 的 增殖 和 迁移 , S100A9 表达 被 干扰 后 HBx 促进 HepG2 细 


胞 增殖 与 迁移 的 作用 减弱 。 这 一 结果 表明 S100A9 在 HBx 介 导 的 肝癌 细胞 增殖 和 迁移 中 发 
挥 着 重要 的 作用 , 可 能 与 肝癌 的 侵袭 及 转移 有 关 。 这 也 与 其 它 研究 证 实 S100A9 FER TI ARIE 


结 直肠 癌 中 等 肿瘤 中 的 作用 是 一 致 的 【20，211】 。 

通过 进一步 研究 ， 我 们 还 发 现 S100A9 在 HBx 存在 的 情况 下 呈现 高 表达 ， 但 在 NF-KB 
的 抑制 剂 存在 的 情况 下 ，S100A9 的 表达 明显 降低 。 这 一 结果 说 明 HBx 是 通过 激活 NF-KB, 
从 而 增强 S100A9 的 表达 。 以 往 很 多 研究 显示 HBV 感染 引起 肝癌 的 过 程 中 ，NF-kB 异常 
激活 ， 参 与 多 向 转录 活性 、 调 控 免 疫 应 答 、 炎 性 反应 、 细 胞 生长 分 化 凋 亡 以 及 等 基因 的 
转录 ， 在 促进 肿瘤 发 展 中 发 挥 着 重要 的 作用 ， 成 为 连接 HBV 与 肝癌 的 重要 桥梁 。 在 肝 
细胞 癌 中 NF-KB 结合 到 S100A9 启动 子 并 激活 转录 ，S100A9 继续 激活 活性 氧 相 关 信号 
通路 , 保护 肝癌 细胞 不 受 细 胞 凋 亡 死亡 【22】。 本 研究 也 显示 HBx 激活 NF-KB Ja, NF-KB 
作用 于 S100A9 使 其 表达 上 调 ， 继 而 促进 了 HBV 感染 相关 性 肝癌 的 发 生发 展 。 由 此 ， 我 
们 推断 S100A9 可 能 是 NF-KB 作用 的 致癌 因子 ,是 搭 起 炎症 和 肿瘤 之 间 桥 梁 的 重要 分 子 之 
一 。 这 也 提示 我 们 通过 阻止 S100A9 的 表达 或 其 生物 学 活性 或 许 能 为 肝癌 治疗 提供 一 条 新 的 
思路 。 


综 上 所 述 ，HBx 可 通过 激活 NF-kB 增强 S100A9 的 表达 ，S100A9 可 参与 HBx 介 导 的 


HepG2 的 增殖 和 迁移 。S100A9 是 HBV 感染 相关 性 肝癌 的 重要 促 癌 因子 ， 其 在 肿瘤 的 诊断 、 
台 疗 及 预后 方面 也 许 具有 广阔 的 应 用 前 景 。 HBx、NF-kKB 以 及 S100A9 三 者 间 形 成 一 个 级 
联 放大 的 正 反 馈 作 用 ，HBx 激活 NF-kB, NF-KB 增强 S100A9 的 表达 ， 而 增强 的 S100A9 
又 促进 HBx 发 挥 其 生物 学 功能 ， 如 此 反复 循环 ， 促 使 HBV 感染 相关 性 肝癌 的 发 生发 展 。 理 
论 上 通过 阻止 这 个 环 路 上 的 任 一 分 子 的 生物 学 活性 都 可 干预 肿瘤 的 发 生发 展 , 而 S100A9 作 
为 肿瘤 微 环 境 的 分 泌 因 子 是 最 有 可 能 的 干预 靶 点 。 
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